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論文内容の要旨
ネオフ。ルラナーゼは中程度高熱菌由来の酵素で、プルランを加水分解しパノース、マルトース、グ、ルコースを 3:
1 : 1 の割合で生成する。また、 α-1 ，4 グルコシド結合のみならず、 α-1 ， 6 グルコシド結合をも分解可能である。さ
らには α-1 ， 4 、 1 ， 6 グルコシド結合の合成反応を触媒する。このようにネオフ。ルラナーゼは広い基質及び反応特異性を
示すユニークな酵素である。本研究では、このネオプルラナーゼ、について、単体及びパノース、マルトテトラオース、
イソパノースの 3種類の基質複合体の立体構造をX線結晶構造解析により決定し、その基質認識機構を明らかにした。
構造解析の結果、ネオフ。ルラナーゼは 4 つのドメインから構成されていた。 α アミラーゼファミリーにおいて保存
されている (ß/ α)8 バレル構造からなる A ドメインと、 α へリクスをひとつ含む B ドメイン、。シート構造からなる
C ドメインに加え、本酵素に特徴的な N ドメインが存在していた。 N ドメインは約 120 残基から成り、。シート構
造をとっていた。活性部位は A ドメインと B ドメインの聞に存在し、酵素一分子に対しひとつのカルシウムイオンが
結合していた。またネオプルラナーゼは結晶中でダイマーを形成していた。このダイマー形成において、 N ドメイン
が重要な役割を果たしていることが分かつた。また遠心平衡法による溶液中の分子量測定の結果、本酵素は溶液中で
もダイマーを形成していることが明らかとなった。これらに加えて、基質複合体の構造解析の結果から基質結合様式
が明らかとなった。 3 種類の複合体すべてにおいて、基質はサブサイト -1 及び-2 に結合していた。このことはネオプ
ルラナーゼ、がマルトース単位で基質を認識していることを示す。またパノース複合体において、活性クレフトの入り
口は広く開いており、非還元末端のグルコースと酵素の聞にほとんど相互作用が見られなかった。このことよりネオ
プルラナーゼはフ。ルランと結合する際にフ。ルランを認識しているのではなく、マルトース単位でプルランと結合し、
他の部位とは立体障害を持たないような構造をしているといえる。さらにマルトテトラオースとイソパノース複合体
の構造から、サブサイト +1 では基質認識に重要と考えられる水素結合が欠損しており、疎水的な環境であることが
明らかとなった。このことにより、ネオプルラナーゼは基質認識が暖昧になり、 α-1，4、 1 ， 6 グルコシド結合の両方を
加水分解可能となっていることがわかった。また、活'性部位近傍にマルトースと思われる電子密度が見出された。こ
のマルトースは転移合成反応のアクセプターであると考えられる。このように、アクセプター結合部位を持つことで
ネオプルラナーゼは高い活性で合成反応を触媒すると考えられる。
論文審査の結果の要旨
本同君の論文は、デンプンの 1 種であるプルランを加水分解し、パノース、マルトース、グルコースを精製する酵
素であるネオフ。ルラナーゼの結晶学的研究による基質認識機構に関するものである。この酵素は、 α ・ 1 ， 4 グルコシド
結合のみならず α ・ 1 ， 6 グルコシド結合も加水分解するだけでなく、これらの結合の転位反応をも触媒するという、極
めて広い基質及び反応特異性を示すユニークな酵素である。
本酵素の単体の X 線結晶構造解析に成功し、 4 つのドメイン構造から成り、それらが強固な 2 量体を形成して機能
していることを明らかにした。さらに、パノース、マルトテトラオース、イソパノースの 3種の糖複合体の X線結晶
構造解析を行い、その特異な基質認識機構を明らかにすることが出来た。この研究は、酵素による基質認識という酵
素を特徴付けるのもっとも重要な働きを原子レベノレで理解することに成功した点で注目されている。よって、この論
文は博士(理学)の学位論文として十分価値のあるものと認める。
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